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@ Methode zur fluoreszenzmikroskopischen Unterscheidung lebender und toter Mikroorganismen 

© Seit dem Jahre 1977 existiert eine Acridinorange-Diffe- 
rentialfarbung der Bakterien in fixierten klinischen Pro- 
ben. Abersie ermoglicht nur die Differenzierung zwischen 
orange-fluoreszierenden Bakterien und grun-gelblicher 
Fluoreszierung der menschlichen Zellen und dem Hinter- 
grund. Die neue Methode soli erlauben die Differenzie- 
rung zwischen lebenden (griin) und toten (rot) Bakterien- 
zellen. 

Das Ziel wird erreicht durch die Fixierung mit Paraform- 

glutaraldehyd, Farbung mit Acridinorange und Bewer- 

tung der Ergebnisse mit dem Fluoreszenzmikroskop. 

Die Methode eignet sich fur: 
eine vorlaufige Orientierung uber den Erreger: (Mono- 

oder Mischkultur) 
Unterscheidung lebender oder toter Bakterienzellen 
i und kann eingesetzt werden in den folgenden Gebieten: 
, Mikrobiologie, Nephrologie, Urologie, Neurologie, Gine- 
■ kologie usw. 
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Beschreibung 



- vorlaufig mit Paraforrnglutaraldehyd fixiert. 

- danach mit. Acridinorange gefarbt 

- mit Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 



to 



Die Erfindung gehorl zur Mcdizin und zwar zur Mikro- 
biologic. Es ist cine Acridinorangc-Fluorcszenz-Farbung 
dcr fixicrtcn Praparate bckannt (Kronvall, G., Myhrc, E., 
"Differential staining of bacteria in clinical specimens using 
acridine orange buffered at a low pH.", Acta Pathoiogica et 
Microbiologica Scandinavica (B) 1977, 85: 249-254. 

Mit diesem Fluorochrom konnen verschiedene Mikroor- 
ganismen, z. B. Bakterien oder Pilze gesehen werden. Der 
Mangel dieser Methode besteht, unserer Meinung nach, 
darin, daB bei beliebiger pH Akridinorange-Ldsung die 
Bakterien und Pilze nur orange-rot fluoreszieren. GemaB 
den Untersuchungen von Herrn Strugger, S. & Hilbrich, P. 
"Die Fluoreszenzmikroskopische Unterscheidung lebender 15 
und toter Bakterienzellen mit Hilfe der Akridinorangefar- 
bung. Deutsche Ticrarzt. Wochenschr. 50: 121-130, 1942, 
S. 129" kann die vitalc Acridinorange-Fluorochromierung 
zur exakten fluoroskopischen Unterscheidung lebender und 
toter Zellen gesichert bezeichnet werden. "Im pH-Bereich 
zwischen 5 und pTT 8 ist es infolge konzentrationsbedingter 
Anderungen des Fluoreszenzspektrums moglich, lebendige 
und tote Bakterienzellen durch verschiedene Fluorszenzfar- 
ben mikroskopisch auseinanderzuhalten. Das lebende Bak- 
terienplasma fluoresziert griin, wahrend das tote, kupferrot 25 
fluoresziert Das bisher ubliche Ausstrichverfahren la'Bt sich 
fur diese Fiuorochromierung nicht anwenden." 

Der im Patentanspruch angegebenen Erfindung liegt das 
Problem zugrunde, die lebende und tote Zellen in fixierten 
Praparaten zu unterscheiden. 

Dieses Problem wird durch die im Patentanspruch ausge- 
fuhrtcn Merkmalc gelost: einc klinischc Probe wird 
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Methode zur fluoreszenzmikroskopischen Unterschei- 
dung lebender und toter Mikroorganismen, dadurch ge- 
kennzcichnet, daB cine klinischc Probe vorlaufig mit 
Paraforrnglutaraldehyd fixiert, danach mit Acridin- 
orange gefarbt und mit. dem Fluoreszenzmikroskop 
ausgewertet wird. 



Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen darin, 
daB die Fixierung mit Paraforrnglutaraldehyd vor der Mate- 
rialapplikation beugt der Zellveranderung vor und erlaubt 40 
einen breiten Farbenspektrum fluoreszieren den Bakterien 
bekommen. Mit anderen Worten gesagt, die Methode verei- 
nigt die bcide Mcthodcn von Herrn Kronvall, G., Myhre,E., 
und Strugger, S., Hillbrich, P., 

Hicr wird dcr Ausfuhrungsbcispiel dcr Erfindung be- 45 
schrieben: 

Fixierung der klinischen Probe: 10ml frischer Spontan 
Urin werden bei 2000 Umdrehungen/min. fur 5 Minuten 
zentriefugiert, anschlieBend der Uberstand abgeschuttelt. 
Das Sediment, im Verhaltnis 1 : 1 mit Paraformglutaralde- 50 
hyd mindestens 30 Minuten fixiert. Das fixierte Sediment 
durch erneutes 5-minutiges Zentriefugieren bei 2000 Um- 
drehungen/min vom Fixativ getrennt, den Uberstand abge- 
gossen und das Sediment im Phosphat Puffer nach Sorensen 
pH 6,8 - 7,2 resuspendiert. 55 
Farbung: Lufttrockene Praparate fur 10 Minuten in eine mit 
Puffer Sorensen pH 6,8-7,2 verdiinnte Acridinorange-L6- 
sung (1 : 25000) tauchen, danach zweimal nacheinandcr fur 
jeweils 1 Minute im Puffer sptilcn, Farbstoffreste auf dcr 
Objekttragerunterseite mit einem Tuch entfernen und Prapa- 60 
rat. schraggestellt bei 37°C Lufttrocknen. 
Mikroskopie: Die Auswertung der Praparate wird mit einem 
Fl uoresze n z mi kros kop vorgeno mmen. 
Ergebnisse: Die mit der Erfindung erzielten Vorteile beste- 
hen insbesondere darin, daB die Bakterien in einem breiten 65 
(grun-orange-rot) Farbenspektrum fluoreszieren. 



